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Sposéb otrzymywania hirudyny o wysokiej czystosSci
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Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywa-
nia hirudyny o wysokiej czystosci.

Wiadomo, ze pijawka lekarska zawiera substan-
cje hamujacg hirudyne, ktéra zapobiega krzepnie-
ciu krwi przez zwigzanie enzymu krzepliwoS§ci
krwi, trombiny, w $§ci§le okre§lony zwigzek kom-
pleksowy. '

Wedlug znanego sposobu z odwodnionych gtéw
pijawek przez ekstrakcje mieszaning aceton —
woda i'frakcjonowane stragcanie acetonem, otrzy-
muje sie surowg hirudyne, ktérg oczyszcza sie
przez elektrodialize, ekstrakcje propanolem ina ko-
niec przez elektroforeze bibulowsg, wielokrotne wy-
tracenie etanolem, traktowanie oksycelulozg i ad-
sorpcje na slabo kwa$nym wymienniku kationo-
wym wytworzonym na bazie sztucznej zywicy.

Stwierdzono, ze mozna otrzymaé hirudyne o wy- .,

sokiej -czystoSci i aktywnoSci wlaSciwej okolo
8400 ATE/mg, jezeli hirudyne o aktywnoS$ci wia-
Sciwej okolo 4000 ATE/mg rozpusci sie w mozliwie
malej iloSci wody destylowanej, na przyklad 250
mg w 1 ml wody, po czym roztwoOr sgczy sie przez
kolumne wypelniong zelem dekstranowym o silnie
usieciowanej budowie eluuje wode destylowans,
oddziela pierwsza frakcje zawierajgcg substancje
obcigzajgce a nastepnie z aktywnego eluatu otrzy-
muje sie hirudyne przez liofilizacje lub przez stra-
cenie 10-krotng iloScig etanolu. Wydajno§é hirudy-
ny o wysokiej czystoSei wynosi 80—90%. Do tego
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procesu mozna stosowaé¢ na przyklad hirudyne
wytworzong wedlug patentu nr 50094.

Zalety tego sposobu polegaja na tym, Ze oczy-
szczanie nastepuje w roztworze wodnym i ze przez
zwiekszenie $rednicy kolumny filtracyjnej mozna
oczyScié dowolnie duze ilo§ci hirudyny.

Przyktad 250 mg hirudyny o aktywnosci
wlaSciwej 4420 ATE/mg (jednostki antytrombiny)
rozpuszcza sie w 1 ml wody i roztwér wprowadza
sie do kolumny wypelnionej zelem dekstramowym.
Najkorzystniejsze wymiary kolumny wynoszg 130
cm X 1 cm. Po przeniknieciu roztworu do warstwy
Zelu ostroznie zalewa sie warstwg destylowanej
wody i wymywa. Szybko§é eluowania wynosi
10 ml/godz. Eluat zbiera sie w frakcjach co 3 ml.
Pierwsze 60 ml zawierajg substancje obcigzajace
i tylko bardzo malg cze§¢ aktywnej hirudyny.
Gléwna ilo§é hirudyny jest zawarta w nastepnych
20 ml. Nastepne frakcje zawierajg niskoczgstecz-
kowe zanieczyszczenia b|ez aktywnej hirudyny.
W kazdej frakcji oznacza sie¢ zawarto§é proteiny
za pomocy spektrometrycznego pomiaru absorpcji
przy 280 m diugo$ci fali Swietlnej. F. Markwardt:
Oznaczenie trombiny przez miareczkowanie hiru-
dyng. Arch. farm. 290, 280 (1957). Z wodnego roz-
tworu otrzymuje sie hirudyne przez liofilizacje lub
przez stracenié 10-krotng ilo$cig etanolu. Wydaj-
no§¢ wynosi 90% wprowadzonych jednosiek ATE.
Aktywno§é witasciwa preparatu wynosi okolo

8400 ATE/mg.
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Zastrzezenie patentowe

Sposéb otrzymywania hirudyny o wysokiej czy-
sto$ci, znamienny tym, ze hirudyne o aktywnosci
wlasciwej okolo 4000 ATE/mg rozpuszcza sie w ma-
lej ilo$ci wody destylowanej, saczy sie przez ko-
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lumne wypelniong dekstranem o silnie usiecio-
wanej budowie, nastepnie eluuje wodg destylo-
wang, odrzuca sie pierwszg frakcje zawierajgca
substancje obcigzajgce, po czym z aktywnego elu-
atu otrzymuje sie hirudyne przez liofilizacje lub
przez stracenie etanolem.
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